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Abstract
誗As an importantmetal ion chelator, ethylenediamin -
etetraacetic acid (EDTA) has been widely used in many
fields of industrial, medical and biological engineering
and so on. There were reports about EDTA being used to
treat band keratopathy and some other ophthalmic
diseases as early as the mid - 20 th century. And in the
subsequent studies, researchers had discovered that the
EDTA is a good penetration enhancer which can release
the tight junctions between the corneal epithelial cells,
and indirectly increase the transshipment of drugs to the
cornea. Recently, the chelating function of EDTA has also
been widely used for separating or extracting of corneal
cells in biological engineering. The purpose of this paper
is to review the applications of EDTA蒺s chelation in the
treatment of corneal diseases, the penetration of
ophthalmic agents to cornea and the corneal biological
engineering.
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corneal cells; tight junction
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摘要

乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraacetic acid,EDTA)作为

一种重要的金属离子螯合剂,已被广泛应用于工业、医疗、
生物工程等诸多领域。 早在 20 世纪中期就有 EDTA 用于

治疗带状角膜病变等眼部疾病的报道,随后的研究中研究

者们发现 EDTA 能够松解角膜上皮细胞间的紧密连接,间
接地增加药物向角膜内的转运,是一种良好的渗透促进

剂。 如今,EDTA 这种松解细胞间紧密连接的功能在细胞

工程中角膜细胞的分离提取也有着广泛应用。 本文主要

就 EDTA 在治疗角膜疾病、眼科药物的角膜渗透及角膜生

物工程中的应用做一综述。
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0 引言

摇 摇 乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraacetic acid,EDTA)
作为一种金属离子螯合剂被广泛应用于生产生活中,在眼

科领域,早期人们利用其螯合功能辅助清除沉积在角膜内

的金属离子来治疗带状角膜病变、角膜碱烧伤、角膜血染

等眼科疾病。 一些连接蛋白如钙黏蛋白、紧密连接蛋白

ZO-1、连接蛋白 43 等在钙离子参与下共同构成了角膜细

胞间的紧密连接。 细胞间紧密连接这种特殊结构的存在

构成了角膜对药物的屏障作用,使得它们不能大量进入角

膜基质或者穿过角膜进入前房[1]。 研究中人们发现

EDTA 能通过螯合组织中的 Ca2+破坏细胞间紧密连接完

整性使之发生松解,间接破坏了角膜的屏障作用,而增加

药物在角膜的渗透,可能作为一种良好的渗透促进剂[2]。
随着研究的深入,EDTA 的螯合作用还常常被应用于生物

工程中的角膜细胞分离提取等眼科基础研究领域。
1 角膜疾病的辅助治疗

1. 1 钙化性带状角膜病变摇 钙化性带状角膜病变(calcific
band keratopathy,CBK)常发生于慢性眼病或有钙、磷代谢

紊乱的全身疾病后,是一种以角膜浅层钙质沉着为主要病

理改变的角膜变性,病变进展常导致严重的视力损害,许
多晚期患者最终面临角膜移植[3]。 对该疾病的早期治疗

迄今为止应用较为广泛的依然是 EDTA 螯合疗法[3-6]。
Najjar 等[4]对 230 例 CBK 患者中的 54 例 65 眼患者进行

了 EDTA 螯合治疗,随访平均时间为 36. 6mo,其中 90%的

患者术后症状部分或完全减轻,随访 1mo 后 33% 患眼视

力提高了 2 行以上。 该结果表明 EDTA 螯合疗法是一种

有效改善 CBK 患者症状以及提高视力的方法,并提示该

疗法也可用于在早期药物治疗无效情况下 CBK 患者的继

续治疗。 由于单纯药物治疗并不能去除角膜前基质较为

深在的钙斑,且可能需要长期治疗,Kwon 等[5] 首次联合

EDTA、浅层角膜切削术和羊膜移植治疗 CBK,其报道的 2
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例患者术后症状和视力都有明显改善,之后,Im 等[6] 联合

EDTA、准分子激光光疗角膜切削术(PTK)和羊膜移植术

(AMT)对 10 例 CBK 患者的 11 只患眼进行治疗,亦取得

了一定效果,术后随访未出现并发症和复发现象,提示该

方法可用于钙质沉积较深的 CBK 患者。 许懋等[7]对 6 例

7 眼眼内硅油填充术后带状角膜变性患者实施 EDTA 螯

合联合 PTK 及羊膜移植术治疗,术后结果证实该方法有

效。 由此我们不难得出尽管治疗 CBK 的方法不断改进,
但 EDTA 作为螯合剂在治疗 CBK 的过程中仍然起到了主

导作用。
1. 2 角膜铁质沉着症及角膜血染摇 角膜铁质沉着症主要

由铁质异物长期残留于角膜所致,其浸润多局限在浅层角

膜,浸润严重或处理不当亦会对患者视力造成不同程度的

影响。 角膜血染是外伤性前房积血的一种并发症,多因外

伤性前房积血伴有严重角膜内皮损伤,含铁血黄素在角膜

基质中沉积所致,若病程中血染不能吸收,最终可能严重

影响患者视力。 EDTA 作为金属离子螯合剂,与铁离子结

合后同样能形成稳定的螯合物,利于清除组织中的铁离

子,因此在铁质异物取出后可较长期应用 EDTA 滴眼液,
以使残余铁离子排出[8]。 临床上有报道使用 2% EDTA-NA
滴眼液处理角膜异物取出后铁锈斑[9],刘淑芳等通过研究

发现应用 0. 37% EDTA 联合几丁糖凝胶能有效析出角膜

血染中铁离子,该结果提示 0. 37% EDTA 联合几丁糖凝

胶可能作为治疗角膜血染的有效制剂[10],根据这一原理,
EDTA 也常被用于其他金属离子角膜沉着症,如铜质沉着

症等。
1. 3 角膜碱烧伤摇 眼部碱烧伤是常见的职业性眼外伤,是
致盲疾病之一。 碱烧伤早期(24h 内)主要为碱性物质对

眼组织的直接腐蚀作用,而伤后 3d 至 1wk 左右是溃疡加

深扩大与组织再生交替的病理生理过程,此时是角膜组织

释放胶原酶的高峰。 EDTA 主要通过螯合胶原酶活性所

必需的钙离子达到间接抑制胶原酶的作用,应用后能起到

防止溃疡形成和角膜穿孔的功效,临床上 0. 5% EDTA 滴

眼液和 EDTA 亲水性软性角膜接触镜较为常用[9]。
1. 4 抑制细菌活性摇 在一些角膜感染性疾病的体外模型

中,有学者证实 EDTA 能有效抑制铜绿假单胞菌活性,或
联合苯扎氯铵(BAK)后能抑制金黄色葡萄球菌的活性,
提示 EDTA 的抑菌作用可能与其金属离子螯合作用密切

相关[11,12]。
2 对药物在角膜的促渗作用

摇 摇 角膜作为眼科局部点药渗入眼内的主要门户,其基本

结构包括上皮层、基质层和内皮层。 脂质性的上皮细胞层

被认为是角膜主要的渗透屏障,其特点在于上皮细胞表面

间的一些连接蛋白如钙黏蛋白、紧密连接蛋白 ZO-1、连接

蛋白 43 等在钙离子的参与下构成的细胞间紧密连接,这
些紧密连接尤其构成了对水溶性药物经细胞间旁路渗透

的屏障[1,13]。
摇 摇 许多研究表明,破坏上皮细胞间的紧密连接可以增加

细胞间旁路对药物的通透性。 EDTA 作为一种金属离子

螯合剂,能通过对钙离子的螯合作用破坏细胞间紧密连接

的完整性,间接提高药物在角膜的渗透[2]。 早在 20 世纪

已有 EDTA 促进 茁 受体阻滞剂、甘油、色甘酸等在角膜渗

透的研究报道,近年来也有许多关于 EDTA 对眼用药物促

渗作用的研究报道。 Sasaki 等[14] 报道了 0. 5% EDTA 能

促进促甲状腺激素释放激素(TRH)和促黄体激素释放激

素(LHRH)在角膜的渗透。 Kikuchi 等[15, 16] 报道在 EDTA
和硼酸的协同下通过增加胞膜脂质体的流动性促进了细

胞间旁路对 CS-088 的渗透,其中 CS-088 是一种新型抗

青光眼制剂,属于血管紧张素 I 型受体拮抗剂。 Ahuja
等[17]通过研究发现在 pH=7. 4 时 0. 01% EDTA 能有效促

进双氯芬酸在角膜的渗透。 Pawar 等[2]通过研究 pH= 7. 2
时 0. 01% EDTA 对莫西沙星在角膜的渗透作用,得出了

相似结论。 Rathore 等[18] 的研究证实在 0. 01% EDTA 与

0. 01% BAK 联合使用时角膜表现出对加替沙星眼药水的

最大渗透效应。 在研究角膜对阿昔洛韦(ACV)的渗透中

Majumdar 等[19]也发现 BAK 联合 EDTA 能有效促进 ACV
在角膜的渗透。 为避免经典胶原交联法去角膜上皮引起

的术后不良反应和并发症有研究者联合 EDTA 与 BAK、
EDTA 与氨基丁三醇作为促渗剂来实现不去角膜上皮状

态下促进核黄素向角膜基质的渗透,以开展跨角膜上皮胶

原交联的研究,取得了一定效果[20]。 不仅 EDTA 对眼科

药物表现出促渗作用,Tong 等[21] 研究表明 EDTA 也通过

改变细胞间的旁路促进了质粒-PM(质粒聚合微粒)在兔

角膜的转运。
3 应用于角膜生物工程

摇 摇 在治疗一些眼科疾病、破坏角膜细胞间紧密连接完整

性促进药物的角膜渗透方面,EDTA 的离子螯合作用不可

或缺,除了这些应用研究外,EDTA 也被广泛应用于组织

细胞生物工程等领域中。
3. 1 作为工具试剂摇 在角膜细胞学研究中,EDTA 常与胰

蛋白酶一起被用作细胞裂解液的有效成分。 Abrams
等[22,23]通过对猕猴和人角膜的体内实验发现经 EDTA 处

理过的角膜组织在去上皮后,其基底膜仍能保持一定的完

整性。 Salvalaio 等[24]在研究角膜植片的制备和保存时发

现,去角膜上皮过程中用胰蛋白酶-EDTA(Trypsin / EDTA)
作预处理的方法能有效避免单纯机械去上皮所带来的上

皮基底层和基质损伤。 其机制与 Trypsin / EDTA 能选择性

地消化参与上皮细胞间黏附和细胞外基质相互作用的整

合素和钙黏蛋白有关。 在 Joyce 等[25] 开展的一项角膜内

皮细胞工程研究中 0. 02% EDTA 被用来松解角膜内皮细

胞间连接。 Kim 等[26]用 Trypsin / EDTA 联合荧光激活细胞

分选术的方法成功地从角膜缘组织中分离出了角膜上皮

干细胞,提示该方法可应用于组织工程干细胞疗法的研

究。 在角膜上皮细胞分离提取、角膜内皮细胞分离、角膜

缘干细胞分离等研究中 EDTA 也发挥了重要作用[27-29]。
3. 2 加速基因转导表达摇 虽然免疫赦免在角膜移植中起

到了至关重要的作用,但导致同种异体角膜移植失败的重

要原因仍然是免疫排斥反应。 近年来,细胞因子 IL-10 在

角膜移植中抑制免疫应答的作用备受关注,这种细胞因子

可以由 EB 病毒的 Bcrf1 基因表达,且该病毒基因与人类

的同源性高达 71% ,为此 Tan 等[30] 开展了转铁蛋白受体

介导病毒 IL-10 基因向角膜内皮转染的研究,该研究发现
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在病毒 IL-10 基因转染过程中采用 EDTA 干预后可使该

基因在角膜内的转染效率提高近 3 倍,他们的研究结果还

显示 EDTA 能增强转基因表达,有人认为可能与 EDTA 的

螯合作用抑制了溶酶体中核酸酶和去氧核糖核酸酶活性

相关,虽然 EDTA 的作用机制尚不十分明确,但他们的研

究结果却为非病毒载体介导基因转染的可行性提供了一

定的实验依据。
3. 3 促进离体细胞增殖摇 角膜内皮层由一定数目贴附于

角膜后弹力层的单层细胞构成,细胞与细胞间形成的离子

泵和紧密连接构成了房水与角膜基质间的渗透屏障,在调

节角膜基质的水化状态、维持角膜的透明和视觉功能的稳

定中起着至关重要的作用,但是,角膜内皮细胞的数目常

常会随着年龄增长或一些疾病的发生而减少,穿透性角膜

移植或角膜内皮移植虽然能有效控制角膜内皮细胞数目

的减少,但由于供体来源受限,使得这些治疗措施无法有

效开展,通过研究,人们发现角膜内皮组织工程可能为这

一问题的解决提供新的希望和路径[31],EDTA 作为金属离

子螯合剂在这些研究中发挥了不可或缺的作用。 Li 等[32]

通过免疫组化方法研究发现经 Trypsin / EDTA 37益下孵育

10min 后的人角膜内皮细胞(HCECs)在培养过程中表达

了更多的细胞增殖相关核抗原 Ki67,证实 Trypsin / EDTA
短暂处理可以促进 HCECs 的增殖。 Senoo 等[33] 在研究中

发现经 0. 2% EDTA 处理 60min 后人角膜内皮细胞增殖效

果最佳,有近 16% ~ 18%的细胞发生了增殖,可能与细胞

的接触抑制解除有关。 Gao 等[31] 在研究中也得出 0. 125%
Trypsin / 0. 02% EDTA 的组合能有效分离角膜内皮细胞,
且孵育后细胞形态可保持稳定。 Joyce 等[34]发现 EDTA 能

通过松解鼠角膜内皮细胞间紧密连接,抑制一种细胞周期

蛋白依赖性激酶抑制蛋白 p27kip1 的表达,使细胞增殖得

以进行。 Joko 等[35] 也发现经含 EDTA 的培养基孵育 3h
后,参与培养中角膜内皮细胞增殖的转录抑制和细胞周期

调节的早幼粒细胞白血病锌指蛋白(PLZF)表达下降了近

20 倍,而在用普通培养基取代含 EDTA 的培养基 24h 后

PLZF 的表达又开始上升,他们的研究表明 PLZF 的表达与

角膜内皮细胞间连接密切相关,而正是 EDTA 破坏了细胞

间的连接才促使 PLZF 的表达受阻,进而间接促进了细胞

增殖。
4 结语

摇 摇 目前国内外对 EDTA 在眼科的应用和研究现状主要

集中在其金属离子螯合作用。 无论在治疗某些眼科疾病、
增加角膜对药物渗透性还是组织细胞工程等方面,EDTA
以其金属离子螯合作用为实现这些临床应用和科学研究

提供了重要帮助,并且,因为 EDTA 成本低廉,对眼部毒性

作用小,经其干预后的角膜细胞形态仍能保持稳定,其应

用也会越来越广泛[31, 36, 37],但值得指出的是,在以上的应

用和研究中 EDTA 发挥其最佳作用的浓度和作用时间等

条件并不统一,并且,在促渗研究中,学者们发现 EDTA 的

促渗作用并不能使所有水溶性药物在角膜的渗透都增加,
而常常需要联合其他表面活性剂(如苯扎氯铵)来增加药

物在角膜的渗透,其机制尚需研究。 因此在明确其螯合作

用的基础上进一步探讨各种自身或环境因素对 EDTA 发

挥其最佳效用的影响显得尤为重要,这将为阐明其作用机

制,指导临床和科研中合理有效地应用 EDTA 提供有力

依据。
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